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Transgenes, nicht-menschliches Saugetier, das ein zusatzliches DNA- 

Reparaturgen enthalt 

Institut fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung 

Abstract: 

Die Erfindung beschreibt ein transgenes, nicht-menschliches Saugetier (speziell eine 
Maus), dessen Korper- und Geschlechtszellen ein zusatzliches DNA-Reparaturgen 
enthalten, das dem Ursprungstier auf parasexuellem Wege im 1- bis 8-Zellstadium der 
Embryonalentwicklung ubertragen wurde. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die 
Medizin, insbesondere die Prophylaxe und die Therapie maligner Erkrankungen, und die 
pharmazeutische Industrie. Das Ziel der Erfindung besteht darin, ein transgenes Tier zur 
Verfugung zu stellen, welches geeignet ist, detaillierte Untersuchungen zur Bedeutung 
zellularer Schutzmechanismen und spezifischer DNA-Schaden im ProzeB der 
Tumorentstehung durchzufuhren. Damit sollen neue Impulse fur die Prophylaxe und die 
Therapie maligner Erkrankungen ermoglicht werden. Dieses Ziel wird gemali der 
Erfindung mit einem transgenen, nicht- menschlichen Saugetier erreicht, welches ein 
zusatzliches DNA- Reparaturgen enthalt, welches eine Funktion kodiert, - die der 
Entfernung von alkylierten DNA-Lasionen dient, wobei die kodierte Funktion eine O®- 
Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) ist, Oder - die eine Korrektur von UV- 
induzierten Schaden bewerkstelligt. Eine besonders bevorzugte Ausfuhrung der 
Erfindung besteht darin, ein zusatzliches rekombinantes Reparaturgen einzufugen, das 
in der Epidennis des beanspruchten Saugetiers exprimiert wird. 



TRANSGENIC, NONHUMAN MAMMAL CONTAINING AN ADDITIONAL DNA REPAIR 

GENE 

INSTITUT FOR PFLANZENGENETIK UND KULTURPFLANZENFORSCHUNG 
Abstract: (EN) 

A transgenic, nonhuman mammal (in particular a mouse) is disclosed, whose body and 
sexual cells contain an additional DNA repair gene parasexually transmitted to the 
original animal at the 1 cell to 8 cell stage of embryonary development. The invention 
finds applications in the medical field, in particular the prevention and therapy of malign 
diseases, and in the pharmaceutical industry. The object of the invention is to provide a 
transgenic animal suitable for carrying out detailed research on the significance of 
cellular defence mechanisms and specific DNA damages during tumor formation. This 
should give a new impulsion to the prevention and therapy of malign diseases. For this 
purpose, a transgenic, nonhuman mammal is provided which contains an additional 
DNA repair gene coding for a function suitable for eliminating alkylated DNA lesions, the 
coded function being an O^methylguanineDNAmethyltransferase (MGMT), or for a 
function that corrects UVinduced damages. In a specially prefen^ed embodiment of the 
invention, an additional recombinant repair gene is inserted which is expressed in the 
epidermis of the claimed mammal. 
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@Transgenes, nicht-menschliches Saugetler, das ein zusatzliches DNA-Reparaturgen enthalt 



(g) Die Erfindung beschreibt ein transgenes, nicht-menschJi- 
ches Saugetier [spezieM eine Ma us], dessen Korper- und 
Gesciilechtszellen ein zusatzliches DNA-Reparaturgen ent- 
halten, das dem Ursprungstier auf parasexuellem Wege im 
1- bis S-Zellstadium der Embryonalentwtcklung ubertragen 
wurde. 

Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin, insbe- 
sondere die Prophylaxe und die Therapie maligner Erkran- 
kungen, und die pharmazeutische Industrie. 
Das Ziel der Erfindung besteht darin, ein transgenes Tier zur 
Verfugung zu steiien, waiches geeignet ist, detaiilierte 
Untersuchungen zur Bedeutung zeilularer Schutzmechanis- 
men und spezlfischer DMA-Schaden tm ProzeS der Tumor- 
entsteliung durchzufGhren. Damit sollen neue impulse fur 
die Prophylaxe und die Therapie maligner Erkranlcungen 
ermagllcht werden. 

< Dieses Ziel wird gemaft der Erfindung mtt einem transgenen, 
nicht-menschllchen SSugetier erreicht, welches ein zusdtzli- 
^ ciies DNA-Reparaturgen enthalt, weiches eine Funktion 
^ kodiert, 

0 - die der Entfernung von alkylierten DNA-l^sionen dient, 
wobei die kodierte Funktion eine 0^-Methytguanin-DNA-Me- 
^ thyitransferase (MGMT) ist, Oder 

- die eine Korrektur von UV-lnduzierten Schdden bewerkstei- 

ligt. 

^ Eine besonders bevorzugte AusfGhrung der Erfindung be- 
steht darin, ein zusatzliches rekombinantes Reparaturgen 
lU einzufugen, das In der Epidermis des beanspruchten Sauge- 
£^ tiers exprimiert wird. 
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Beschreibung 

Die Erfindung beschreibt ein transgenes, nicht- 
menschliches SMugetier (speziell eine Maus^ dessen 
Kdrper- und Geschlechtszellen ein zussLtzliches DNA- 5 
Reparaturgen enthalten, das dem Urspnmgstier auf pa- 
rasexuellem Wege im 1- bis S-Zellstadium der Embryo- 
nalentwicklung Qbertragen wurde. 

Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin, 
insbesondere die Prophylaxe und die Tlierapie maligner lo 
Erkrankungen, und die pharmazeutische Industrie. 

Transgene Tiere steUen fiir die biomedizinische For- 
schung sehr wertvoUe Modelle dar, mit denen es gelingt, 
durch das PSnzufQgen, Verstarken oder den experiment 
tell erzeugten Ausfall von Genfunktionen die RoUe be- 15 
stinunter zelleigener Paktoren bci ortho- oder pathoge- 
netischen Prozessen in vivo, also im Gesamtorganismus 
aufzuklaren. Insbesondere in der ICrebsforschung bieten 
transgene Tiermodelle die Moglichkeit, in Canceroge- 
nese-Mechanismen experimentell einzugreifen. Die 20 
Krebsentstehimg ist ein Mehrstufen-ProzeB, der mit der 
Initiation beginnt und sich fiber mehrere Stadien der 
Tumorpromotion und malignen Progression fortsetzt, 
bis ein kimisch diagnostizierbares Carcinom entstanden 
ist Diesem GesamtprozeS liegen verschiedene geneti- 75 
sche und epigenetische Ereignisse zugrunde, die entwe- 
der spontan erfolgen oder durch chemische und physi- 
kalische Noxen induziert werden kdnnen; in jedem Falle 
handelt es sich um einen auBerordentlich langwierigen 
Prozefi. Durch transgene Tiermodelle ist man in der 30 
Lage, bestimmte Ereignisse, die zur Generierung einer 
Krebserkrankung notwendig sind, experimentell zu ver- 
stSrken bzw. die transgenen Here bereits nut Eigen- 
schaf ten auszustauen, die sie entweder tumorresistenter 
Oder tumoranfSlliger machen, wobei sich in wesentlich 35 
kiirzeren Zeitraumen Neoplasmen entwickeln kSnnen. 

Derartige Modelle (z.B. US-Patent 4 736 866 der 
Harvard-Universitat 'Transgenic non-human mam- 
mals*^ kdnnen eingesetzt werden, imi carcinogenver- 
dachtige Substanzen (z. B. Arzneimittel) auf ihre krebs- 40 
auslosende Wirkung zu untersuchen bzw. bestimmte 
Substanzklassen auf ihre eventuellen antineoplastischen 
Effekte zu untersuchen. 

Es gibt bereits Tiermodelle, die zusatzlich Reparatur- 
gene enthalten (S. Gerson et aU Mutat Res. 307: 45 
541 —555, 94 Die Reparaturgene dieser Modelle wirken 
jeweils nur in bestimmten Organen (Leber bzw. Thy- 
mus) und sind damit nur bedingt in der Lage, die einzel- 
nen Schritte der Cancerogenese (Initiation, Promotion, 
Progression) einer experimenteilen Analyse zugSnglich 50 
zu machen. 

Das Ziel der Erfindung besteht darin, ein transgenes 
Her zur Verfugung zu stellen, welches geeignet ist, de- 
taillierte Untersuchungen zur Bedeutung zellulSrer 
Schutzmechanismen und spezifischer DNA-Schaden im 55 
ProzeB der Tumorentstehung durchzufuhren. Damit 
sollen neue Impulse fur die Prophylaxe und die Therapie 
maligner Erkrankungen ermdglicht werden. 

Dieses Ziel wird erfindungsgemafi mit einem transge- 
nen Tier gem^B den AnsprQchen 1—16 erreicht Dieses 60 
Tier wird bevorzugt folgendermafien erhalten: 
Die Obertragung des Transgenes erfolgt vomehmlich 
im Stadium der Zygote, so daB das Transgen, nachdem 
es in das Ergut (Genom) des sich entwickehiden Orga- 
nismus integriert wurde, in alien seinen somatischen und es 
generativen Zellen gleichermaBen vorhanden ist Das 
Vorhandensein des Transgenes in den Keimzellen des 
auf diesem Wege hergestellten transgenen Tieres hat 
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zur Folge, daB auch die Nachkommen dieses Tieres das 
zusStzliche Gen im Genom aller ihrer Zellen enthalten. 

Das for die GenQbertragung verwendete DNA-Repa- 
raturgen codiert ein Protein, das in der Lage ist, sperifi- 
sche DNA-PrimsLrschiden, die durch chemische oder 
physikalische Substanzen oder endogen m der Erbsub- 
stanz (DNA) hervorgeruf en werden, effizient zu entf er- 
nen und somit die Integrit§t der Erbsubstanz wieder 
herzustellen. DNA-Primarlasionen, die nicht oder falsch 
repariert werden, kdnnen zu Mutationen fOhren, die 
wiederum Erbkrankheiten hervorrufen oder die Ursa- 
che filr die Entstehung von Tumoren sein kdnnen. Somit 
wird durch die Obertragung und Expression des zusitz- 
lichen DNA-Reparaturgenes die Kapazitat des betref* 
fenden gentechnisch ver^derten Saugetieres zur 
DNA-Schadenskorrektur erhdht und seine Tumor-Sus- 
zeptibilitat verringert 

Die beanspruchten Here sind geeignete Modelle, die 
Bedeutung bestinmiter DNA-Reparaturproteine als 
zellulare Schutzmechanismen gegenQber der tumorin- 
duzierenden Wirkung von exogenen und endogenen 
Noxen zu bestimmen. Eine signifikante Reduktion von 
Mutationen bzw. Tumoren in den beschriebenen trans- 
genen Tieren nach Behandlung mit mutagenen/cance- 
rogenen Substanzen ist der entscheidende Beweis daf ur, 
daB es sich bei dem in diesem Tier exprimierten transge- 
nen DNA-Reparaturprotein um einen entscheidenden 
protektiven Faktor des Saugers zur Verhinderung von 
Erbgutschaden bzw. Krebs handelt 

Da bestimmte DNA-Reparaturproteine zumeist nur 
ganz spezifische DNA-Primlbrschiiden erkennen und re- 
parieren, lassen dch aus der verminderten Mutations- 
/Tumorinzidenz ebenfalls wichtige RiickschlQsse auf die 
zur Mutations-ZTumorausldsung entscheidenden DNA- 
Primarsch^den Ziehen. 

Eine besonders bevorzugte AusfOhrung der Erfin- 
dung besteht darin, ein zus^tzliches rekombinantes Re- 
paraturgen einzufugen, das in der Epidermis des bean- 
spruchten Saugetiers exprimiert wird. Durch das Ex- 
pressions-Targeting der genannten DNA-Reparaturge- 
ne in der Haut der beanspruchten Here kann man durch 
die Anwendung des Mehrphasen-Hautcarcmogenese- 
Modells die Bedeutung bestinunter Typen von chemisch 
Oder physikalisch induzierten DNA-Prim5rschaden und 
von zellularen Schutzfunktionen w^end der Tumorin- 
itiadon, Tumorkonversion und -promotion sowie der 
malignen Progression feststellea 

Diese Erkenntnisse smd von groBer Bedeutung fQr 
die Ableitung mdgticher pr&ventiver und therapeuti- 
scher MaBnahmen bei verschiedenen Krebserkrankun- 
gendesMenschen. 

Das Kreuzen der beschriebenen transgenen Sauge- 
tiere (vomehmlich M&use), die ein zusitzliches DNA- 
Reparaturgen exprimieren, mit anderen* transgenen 
Saugetieren (vomehmlich M^use), die z. B. bestimmte 
Markergene als Mutationstarget enthalten tmd als in 
vivo-Mutationsdetektions-Modelle fur die Genotoxizi- 
tdtsprOfung in der chemischen und pharmazeutischen 
Industrie verwendet werden, laBt Aussagen darUber zu, 
inwieweit ein solcher artifizielier Mutationsmarker im 
Genom eines Stugetieres der Prozessiemng von DNA- 
Schfiden durch die Zelle zuganglich und damit der Mu- 
tabilitat des Siugergenoms vergleichbar ist 

Damit UlBt ach das beanspruchte transgene Modell, 
bei dem die Expression eines zusStzlichen DNA-Repa- 
raturgenes gezielt in besthnmten Geweben, beispiels- 
weise der Haut, erfolgt, exzellent einsetzen zur Abschat- 
zung der Bedeutung speafiscfaer DNA-PrimSrschaden 
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fOr die Entstehung von bestimmten Tumortypen, die 
durch verschiedene chemische oder physikalische No- 
xen, beispielsweise UV-Strahlung, induziert werden 
kdnnen. Daruber hinaus erlaubt dieses beanspruchte 
transgene Modell, die Rolie von Proteinen, die in die 
Reparatur von DNA-Primarschaden involviert sind, bei 
der Pravention von malignen Entartungsprozessen zu 
charakterisieren. 

Die Er&idung soli nachfolgend durch ein AusfOh- 
ningsbeispiel naher erl£lutert werden. 

1. Herstellung des rekombinanten Transgenkonstruktes 
pCkMGMT(Abb. 1) 

Der hautspezifische Expressionsvektor pCkMGMT 
wurde konstruiert durch das Einklonieren der cDNA- 
Sequenz des raenschiichen O^Methylguanin-DNA-Me- 
thyltransferase (MGMT)-Gens, die als 835 bp langes 
EcoRI-Fragment aus dem Vektor pKT 100 (Tano et aL, 



10 



15 



gen-Integration in das Mausgenom wurde durch ge- 
nomische Southern Blot-Analysen unter Verwendung 
von 25 \ig DNA, die zuvor niit den Restriktionsendonu- 
kleasen Bam Sal I, Ga I, Kpn I und Aat II gespalten 
wurde, verifiziert Als radioaktiv markierte DNA-Sonde 
diente m beiden Fallen das 835 bp Eco RI-Fragment der 
MGMTcDNA. 

Die transgenen Tiere wurden mit nicht-transgenen 
M^usen des gleichen Stammes verpaart und die Trans- 
mission des Transgenes mit den fOr die Identifizierung 
der Founder-Tiere beschriebenen Teduuken gepra^ 
Die positiven Gl-Nachkommen wurden untereinander 
verpaart und die homozygoten Tiere mittels quantitad- 
ver Phosphor-Imaging- Analyse selektiert 

4. Charakterisienmg der transgenen Mauslinie 

Zum Nachweis der gewebespeziHschen Expression 
des Transgenes wurde Gesamt-RNA aus verschie^nen 



Proa NatL Acad. ScL USA, 87: 686—690, 1990) isoliert 20 Organen und Geweben der transgenen Tiere nach der 



wurde, in das 22kb CkIII/IV*-Minilocus-Plasnud (Bles- 
sing et aL, Teratogenesis, Carcinogenesis, and Mutage- 
nesis, 15: 1 1 —21, 1993), das den bovinen C^okeratin III- 
und Cytokeratin IV-Proraoter sowie die entsprechen- 
den Polyadenylierungssequenzen enthalL Mit Hilfe ge- 
eigneter Adapter wurde jeweils eine MGMT-cDNA- 
Kopie in den unikalen Sall-Ort hinter den Cklll-Promo- 
ter und in den unikalen Clal-Ort hinter den CklV-Pro- 
moter eingefligt Die hierzu angewandten gentechni- 



Guanidiniumthiocyanat/Phenol-Methode (Chomczyns- 
ki et al. Anal. Biochem. 162: 156—159, 1987) extrahiert 
und mittels Oligo-dT-Cellulose aufgerehiigt Die so er- 
haltene Poly(A)'^-RNA wurde in einem 1.4%igen Aga- 
25 rosegel unter denaturierenden Bedingungen elektro- 
phoretisch separiert Das Transgen spezifische Trans- 
kript wurde durch Northern Blot-Anaiyse mittels einer 
835 bp Probe der menschlichen MGMTcDNA nachge- 
wiesen- Die Existenz des funktionsfahigen menschlichen 



schen Methoden sind beschrieben bei Maniatis et al, 30 MGMT-Reparaturproteins wurde wie folgt gepriift 



Gewebeproben der transgenen Tiere wurden in Extrak- 
donspuffer (20 mM Tris-Cl, pH 8A 1 mM EDTA. 1 mM 
P-Mercaptoethanol, 10 mg/ml Aprotinin, 10 mM Besta- 
tin, 10 mM Leupeptin, 0,1 mM PMSF) homogenlsiert, 
35 einer Ultraschailbehandlung unterzogen und anschlie- 
Bend zentrif ugiert Jeweils 40 jtg der aus den Zellextrak- 
ten isolierten Proteine wurden in einem 12,5%igen 
Polyacryamidgel aufgetrennt. auf eine Nitrozellulose- 
Membran transferiert und mit Hilfe polyklonaler Kanin- 



•^oiecular Cloning, a Laboratory manual", 1989. 

2. Herstellung der transgenen Mauslinie, die das 
rekombinante CkMGMT-Reparaturgen enth^t 

Das 22 kb Sfil-Fragment des Expressionsvektors 
pCkMGMT, das die menschliche MGMT-cDNA jeweils 
unter der KontroUe des Cklll und des CklV-Promoters 
enthalt, wurde elektrophoretisch separiert von der pro- 

karyotischen Vektorsequenz, aus dera Gel eluiert, iiber 40 chen-Antik6rper, die spezifisch die menschliche MGMT 

erkennen, detektiert Zur Lokalisierung des transgenen 
MGMT-Proteins in den basalen und suprabasalen Epi- 
dermiszellen und den Zellen der HaarfoUikel wurden 
immunohistochemische Nachweistechniken unter Ver- 
45 wendung der obengenannten Antikorper benutzt Die 
AktivitSt des transgenen Reparaturproteins in den epi- 
dermalen Zellen wurde durch den Transfer ^H-markier- 
ter Methylgruppen von der 0^-Position des Guanins 
^H-MNU-behandelter BCalbsthymus DNA quantitativ 
50 bestimmt (Preuss et aL, Int J. Cancer, 61: 321—326, 
1995). 

Die transgene Mauslinie CkMGMT-Tg3 exprimierte 
das in ihr Genom integrierte rekombinante DNA-Repa- 



QIAex (Quiagen, USA) gereinigt und zur Abtrennung 
von QIAex-Partikeln zentrifugiert Das aufgeremigte 
Fragment wurde in einer Konzentradon von 2.5 p,g/ml 
T£ in den leichter zuganglichen der beiden Pronuklei 
der Zygote mikroinjiziert Die Isolation der Zygoten, die 
Mikroinjektion und der Retransfer der manipulierten 
Zygoten in den Eileiter von Ammenmuttem wurden 
entsprechend den in Hogan et aL, (Manipuladg the 
Mouse Embryo, A Laboratory ManuaL 2nd Ed, Coki 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y^ 
1994) beschriebenen Methoden durdigefQhrt 

3. Identifizierung der CkMGMT-transgenen Tiere 



raturgen gewebespezifisch in der Haut, wobei das 
Im Alter von 4—6 Wochen wurde den aus der Mi- 55 menschliche MGMT-Protein sidi als biologisch aktiv 



kroinjektion hervorgegangenen Tieren ein Stuck der 
Schwanzspitze entnommen und aus diesem Bioptat 
hochmolekulare DNA nach der bei Hogan et aL (s. 
oben) beschriebenen Methode isoliert Jeweils 1 \ig der 
hochmolekularen Maus-DNA wurde verwendet, um 
mittels der Polymerase Chain Reaction (PCR) das 
Transgen im Genom der Here nachzuweisen. Der ver- 
wendete 5'-Primer bindet an den Positionen — 142 bis 
— 1 17 des Cytokeratin Ill-Promoters, der 3'-Primer bin- 



60 



envies und in der interfoliikuiaren Epidermis und den 
auBeren Zellen der Haarfollikel nachweisbar war. 

5. Carcinogenese-Untersuchungen 

In Zweiphasen-Hautcarcinogenese-Experimenten 
konnte nachgewiesen werden, daB die Expression des 
zus&tzlichen rekombinanten DNA-Reparaturgenes in 
der Epidermis der beschriebenen transgenen 'Here die 



det an der menschlichen MGMT-cDNA (Positionen 65 SuszeptibilitSt dieser Tiere gegenfiber der hautcarcinO' 

+727 bis +748),wodurch ein 890 bp Fragment amplifi- genen Wirkung bestimmter Substanzgruppen signifi- 

ziert wurde, das nach elektrophoretischer Separation kant verringert Im emzehien wurde die Tumorinitiation 

per Southern Blot-Analyse detektiert wurde. Die Trans- durch eine einmalige dermale "sub-threshoW-Dosis 
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N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff (MNU), einer methylie- 
renden N-Nitrosoverbindung, herbeigefflhrt 1 Woche 
nach der Initiation wurde die Tumorpromotion durch- 
gefOhrt, indem zweimal wdchentiich fiber einen Zeit- 
raum von 22 Wochen der Phorbolester TPA topikal 5 
appliadert wurde. Im Vergieich zu den nicht-transgenen 
Tieren des gleichen Stammes war die Hauttumorinzi- 
denz bei den beschriebenen CkMGMT-transgenen 
Mausen drastisch reduziert (Abb. 2). Wurde den 
CkMGMT-transgenen Heren jedoch 7,12-Dimethyl- 10 
ben2(a)anthracen (DMBA), das andere cancerogene 
DNA-Schaden als 0^-Alkylguanin induziert, als Initia- 
tor verabreicht und nachfolgend TPA topikal appliziert, 
so war die Haufigkeit von Hauttumoren bei beiden 
Gruppen von Tieren gleich. Dies zeigt, daB 15 

— das 0^-MethyIguanin die wichtigste pr^arcino- 
gene DNA-Primarlasion bei der MNU-induzierten 
Hautcardnogenese darstellt, 

— das MGMT-Reparaturprotein den entscheiden- 20 
den protektiven Mechanismus der Zelle zur Pr&* 
vention von Mutationen, die durcfa Alkylantien in- 
duziert werden und Ursprung fiir die Entstehung 
von Tumoren sein konnen, darstellt, 

— erne gewebespezifische Erhohung des MGMT- 25 
Gehaltes, wie durch die hautspezifische Expression 
des zusatzlichen rekombinanten MGMT-Repara- 
turproteins in transgenen Mausen gezeigt wurde, 
der Zelle einen effizienten Schutz gegenuber der 
tumorbildenden Wirkung aikylierender Substanzen 30 
verleiht, 

— die Schutzfunktion atif der schadensspezifischen 
Reparatur von prScardnogenen DNA-Lfisionen 
beruht, 

— die protektive Wirkung des MGMT-Protemes 35 

gegenuber der hautcarcinogenen Wirkung von Al- 
kylantien auf der Prevention der Tumorinitiation 
beruht und nicht durch eine Beeinflussung von Me- 
chanismen der Tumorpromotion oder durch erne 
generelle BeeintrSchtigung der Tumorsuszeptibili- 40 
at zustande gekommen ist 

PatentansprQche 

1. Transgenes» nicht-menschliches S&ugetier, dessen 45 
somatische und Keimzellen ein zusatzliches rekom- 
binantes DNA-Reparaturgen enthalten, das dem 
genannten SSugetier oder seinen Vorfahren auf pa- 
rasexueUem Wege im frOhen embryonalen Stadium 
dbertragen wurde. 50 

2. Saugetier gemafi Anspruch 1, das ein rekombi- 
nantes DNA-Reparaturgen in seinem Genom an 
einem anderen chromosomalen Ort als die eben- 
falls im Genom des genannten Saugederes vorhan- 
dene endogene, zirni genannten DNA-Reparatur- 55 
gen homologe DNA-Sequenz integriert hat 

3. Saugetier gemsLB Anspruch 1, dessen transgenes 
DNA-Reparaturgen eine Funktion kodiert, die der 
Entfemung von alkylierten DNA-Lasionen dient 

4. Saugetier gemaB Anspruch 3» dessen transgenes eo 
DNA-Reparaturgen eine O^-Methylguanui-DNA- 
Methyltransf erase (MGMT^ kodiert 

5. saugetier gemaB Anspruch U dessen rekombi- 
nantes DNA-Reparaturgen eine Funktion kodiert, 
die die Korrektur von UV-indu2derten DNA-Scha- 65 
denbewerkstelligt 

6. saugetier gemaB Anspruch 1, dessen transgenes 
DNA-Reparaturgen von einem Saugetier stanunt 



7. saugetier gemaB Anspruch 1, dessen transgenes 
DNA-Reparaturgen von einem Nicht-Sauger 
stammt 

8. saugetier gemaB Anspruch 1, dessen transgenes 
DNA-Reparaturgen von einem Bakterium stammt 

9. saugetier gemaB Anspruch 1, dessen transgenes 
DNA-Reparaturgen synthetidert worden ist 

10. saugetier gemaB Anspruch 1, dessen genanntes 
rekombinantes DNA-Reparaturgen unter der 
transkriptionellen KontroUe eines vom endogenen 
Promoter verschiedenen Regulatorelementes 
steht 

11. saugetier gemaB Anspruch 10, dessen genann- 
tes rekombinantes DNA- Reparaturgen von einem 
gewebespezifisch regulierten Promoter kontrol- 
liertwird. 

12. saugetier gemaB Anspruch 10, wobei der ge- 
nannte Promoter induzierbar ist 

13. saugetier gemaB Anspruch 11, wobei der ge- 
nannte Promoter ein KontroUelement der Keratin- 
genf amilie ist 

14. saugetier gemaB Anspruch 1 1, dessen rekombi- 
nantes DNA-Reparaturgen in der Epidermis des 
genannten Saugetieres exprimiert wird 

15. saugetier gemaB Anspruch 1, wobei das ge- 
nannte Saugetier ein Nagetier ist 

16. saugetier gemaB Anspruch 15, wobei das ge- 
nannte Saugetier eine Maus ist 
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